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@ Le produit a base de teratines modffiees est 
une S-aminoMkylk6ratines de fomule generate : 
R - S - (CH2) n - NH2 
dans laquelle : 

— n est un nombre entier §gaie a 2 ou 3 

— R represents la keratine 
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Plus particulifcrement, mais n n limitativement, 
I'invention s'estfixee pour but de cr6er un produittrou- 
vant une application avantageuse : 

- pour te recouvrement et la protection des plaies 
etendues telles que brtilures, partes de substan- 5 
ces,.. 

- pour le recouvrement et la protection des gref- 
fes cutan6es notamment, les greffes de tissus 
vivants ou non, les greffes de dermes artfficiels ou 
de peaux artificielles, 

- en tant que support et moyen de protection de 
feufllets epidermiques cuitiv6s pour les greffes 
d'epiderme. 

Actuellement, les produits utilises pour les appli- 
cations pr6c!tees ( ne donnent pas entfere satisfac- 
tion. G£n6raiement, on utilise soit de la gaze f soft des 
materiaux k base de silicones sous diff&rentes for- 
mes, soit des tissus synthdtiques microporeux. 

La gaze, le plus souvent impr6gn6e de vaseline, 
a pour avantage de limlter les pertes hydriques, sali- 
nes, et calorico-azotees, et assure une protection vis 
k vis des contaminations bact£riennes. Par contra, un 
tel pansement a une perm6abflit6 k feau non contr6- 
lable, ce qui peut engendrer un effet de maceration 
prgjudiciable k ia cicatrisation. De plus, ce type de 
pansement doit etre change ftequemment 

L'utflisation de la gaze pour le transfert de cellules 
epidermiques cuitiv^es est Ifmitte par le fait que lors 
de ia regeneration de I'eptderme, les cellules peuvent 
migrer et se multiplier k Hnterieur de la gaze, ce qui 
entraine une incrustation de ce mat&riau dans le tissu 
n6oform§. 

Les materiaux & base de silicones appliques sous 
forme de mousses ou de films, ne permettent pas de 
controler les pertes hydriques et des ph6nom&nes de 
maceration peuvent 6galement se manifester comme 
dans le cas de ia gaze impr6gn6e de vaseline. 

Enfin, les tissus microporeux, utilises pour les 
greffes de cellules epidermiques presentent Hncon- 
v6nientde ne pouvoir Stre facfleme nt retires du site de 
cicatrisation en raison de la proliferation des cellules 
k Hnterieur du matdriau. 

On connait egalement des produits k base de 
keratines. 

Dans le brevet FR 2522657 les keratines totales 
sont extraites de la plume de volailles. Ces molecules 
de keratines ne sont pas puriftees et contiennent de 
cefait, des prolines non k6rat6niques. Les keratines 
extraites des plumes ont une structure en "feuitlet p" 
qui leur confere des propri6t6s mdcaniques trfcs par- 
tiodieres. 

En outre, les produits decrits dans ce brevet, sont 
tous solubles dans Peau et gardent cette propriete 
apr&s avoir 6te dehydrates. 

Dans le brevet FR 2529214 les produits obtenus 
ont des caracteristiques physiques et physicochimi- 
ques teiles qiffls sont solubles dans I'eau, t ne pre- 
sents plus la structure native des keratines puisqu'fls 



sont obtenus k partir de fragments de keratines. 

LTnvention s'est fbcee pour but de remedier k ces 
inconvenients. 

Un des probiemes que se propose de r&soudre 
Invention estd'obtenirun produit soluble dans I'eau, 
avant deshydratation et apte k devenir insoluble 
aprfes deshydratation. 

Un tel problems est resoiu en ce qull a 6te congu 
selon I'invention, un produit k base de keratines modi- 
fiees sous forme d'une S-aminoAfkylk&ratines de 
fbmule generate : 

R-S-(CH2)n-NH2 

dans laqueile : 

- n est un nombre entier egale k 2 ou 3 

- R represents la keratine 
Avantageusement, le produit est obtenu k partir 

cf une solution de S-aminoethyikeratines de fbrmule: 

R-S-CH2-CH2-NH2 
obtenues par reduction puis S-alkylation des kerati- 
nes reduites avec de la bromoethylamine. 

Le produit ainsi obtenu est parfaitement pur, solu- 
ble en milieu aqueux, apte k devenir insoluble apr£s 
deshydratation, tout en 6tant suf?tsammentfllmog6ne 
pour donner sans additif, des films dont les propriete 
physiques sont proches de cedes d'une couche cor- 
nee normals tout en etant cytocompatible et biodegra- 
dable "in vivo". 

Compte-tenu des caracteristique du produit, un 
probteme important que se propose de resoudre 
Hnvention, est de pouvoir realiser un support artificiel 
fatsant office de pansement et apte k reproduire de 
fagon temporaire, certaines fonctions de repiderme. 

Un tel probfeme est resequence que I'onsoumet 
les S-aminoethylkeratines en solution, k une opera- 
tion de deshydratation pour obtenir un produit sous 
forme d'un film ou membrane homogene. 

Le probl&me que se propose de resoudre I'inven- 
tion est de creer un support artificiel sous forme d'une 
membrane notamment, pr6sentant des caracteristi- 
ques physico-chimiques, semblables k celles de repi- 
derme naturel ou de ia couche corn6e, k savoir, pour 
I'essentiel : 

- une permabflite selective k I'eau et aux petites 
molecules hydrosolubles, 

- une taOIe des pores determinee pour que la 
membrane soit k la fois Impermeable aux mole- 
cules proteiques, k Peau liquide, et aux agents 
infectieux et permeable k la vapeur d*eau, aux 
gaz et aux petites molecules hydrosolubles. 
Une resistance k la rupture et une elasticity per- 
mettent de supporter les contraintes mecaniques 
imposees parl'environnement 

Un autre probl&me que se propose de resoudre 
I'invention, compte-tenu des caracteristiques d la 
membran obtenuesel n I'invention par deshydrata- 
tion (fune solution de S-aminoethyikeratines, est 
cTobtenir une parfaite adherence sur les tissus 
vivants, et, par consequent, sur les plaies. 
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Pour r&oudre d tels probiemes, la d6shydrata- 
ti n de la solution des S-amino6thylk6ratines f est 
ffiectuee de manure suffisamment lente pour per- 
mettre un arrangement pr£cis des molecules donnant 
lieu k la formation de liaisons non covalentes, telles 
que liaisons eiectrostatiques, liaisons hydrog&ne, liai- 
sons de Van Der Waals. De telles liaisons conferent 
k la membrane, une resistance k la traction sufRsante, 
compte-tenu des applications envlsagees. 

En outre, les microfibrilles de keratines sont 
conformees en helice alpha et disposees sous forme 
de filaments, ce qui a pour effet de donner k la mem- 
brane une certiane eiastidte. 

L'arrangement mol6cuialre permet d'obtenir une 
membrane k structure poreuse, dont la taBle des 
pores est fbnction de la densite des liaisons Inter- 
moleculaires. Pour rendre les membranes insolubles 
dans leur milieu cforigine et dans les iiquides physio- 
logiques, les liaisons formees tors de la deshydrata- 
tion de la solution des S-amino6thyIkeratines, sont 
suffisamment fortes et la densite suffisamment e!e- 
v6e, 

Ces liaisons sont majorftairementde nature eiec- 
trostatiques et s'etablissent entre les groupements 
carboxyliques presents k Toriglne sur les microfibril- 
les de keratines natives sous forme de residus acide 
glutamique et aclde aspartique notamment, et les 
groupements amine presents dans les keratines nati- 
ves sous forme de residus lysDe notamment et les 
groupements amine introdufts par voie chimique sous 
forme de residus amino6thyte. 

L'ensemble des ph£nom£nes qui apparaissent 
au moment de la deshydratation provoquent la forma- 
tion cf une structure tridimensionnelle de poids mole- 
cularre eiev£ et qui est k I'origine du caractere 
insoluble pr6cite. Les molecules utflisees pour la pre- 
paration des membranes sont biodegradabies, tandis 
que leur association ne necessite pas la mise en oeu- 
vre d'un proc6d6 externe de reticulation par vole chi- 
mique. II en resulte que les membranes en tent que 
telles, presenter* te caractere de biodegradabilite. 

Lbs membranes de S-aminoethyik£ratines obte- 
nues peuvent presenter des dimensions variables en 
fonction de la taile des moules utilises tors du proces- 
sus de deshydratation et des epaisseurs variables 
suivant la quantity de solution mise en oeuvre et la 
concentration de ces solutions en S-aminoethyikera- 
tines. Ces epaisseurs peuvent varier de quelques 
micrometres (2-20) k 1 ou 2 millimetres. Par exemple, 
les membranes de 50 k 150 micrometres (fepaisseur 
sont obtenues classiquement par le precede de 
deshydratation k partir de solutions contenant entre 5 
et 1 5 grammes de S-amino6thylk6ratines par litre de 
solution. De telles membranes pr6sentent des epais- 
seurs suffisantes pour obtenir des caracteristiques 
m£caniques compatibles avec leur utilisation comme 
moyen de protection des plates. 

Les membranes obtenues k P6tat sec sont rigides 



et transparentes et devienn nt souples et elastiques 
tout n gardant leur transparence lorsqu'elles sont 
rehydratses dans de I'eau pure ou dans des Iiquides 
physidogiques. S us forme humide, ces membranes 

6 sont impermeables k I'eau Itquide et permeable k la 
vapeur cTeau. A tftre d'exemple, dans des conditions 
denies par I'exp6rtence, une membrane de S-ami- 
notthyOceratines de 100 micrometres d'epaisseur 
presente une permeabOite k la vapeur d*eau k 37 ° C 

10 et dans une atmosphere £40% <fhumialt6 relative de 
40 mg/cm2 h. 

Sous forme humide, les membranes de keratines 
soumtees k des tests de dlalyse montrent une per- 
meabOite aux molecules neutres qui est fonction de la 

15 masse moieculaire moyenne de ces demieres. A titre 
d'exemple, le seuil de coupure de membranes de 150 
micrometres d'epaisseur est estime k 2000 D, lorsque 
les tests de permeabilite sont effectu6s k I'aide de 
pdyethyieneglycols. Un tel seuil de coupure est 

20 incompatible avec le passage des proteines et des 
agents infectieux k travers ces membranes. En revan- 
che, les molecules telles que sets, sucres, acides ami- 
nes, polysaccharides et peptides de faibies poids 
moleculaires, antibiotiques, par exemple, diffusenta 

25 travers les membranes. 

II convient maintenant cfanalyser le proc6d6 de 
preparation du produit k base de keratines, queBes 
que soient ses applications. Les prindpales etapes 
pour la preparation de (a solution des S-amino6- 

$o thyOceratines sont les suivantes : 

- reduction des keratines, 

- extraction des keratines ainsi reduites, 

- alkylation de ces keratines reduites, 

- extraction et purification des S-amino-6thylk6- 
35 ratines. 

Ces reactions successives sont r§alls6es par 
exemple sur de la laine, des polls cfanimaux, des che- 
veux humains... 

40 REDUCTION DES KERATINES 

Les keratines brutes sous forme de phan&res 
sont broyees et mises en suspension dans une solu- 
tion tamponnee ou non, maintenues k pH basique et 
45 contenant un agent reducteur deux. Le melange h6t6- 
rogene est maintenu sous agitation k temperature 
ambiante et k I'abri de I'air pendant 24 k 72 heures. 

Divers melanges tampons peuvent etre utais6s 
tels que, e titre d'exemple : tris/HCI, NH3/NH4+, acide 
so boriquetoorate, P04~ I HPQ4" k condition que 
les tampons utilises permettentde maintenirle pH du 
milieu entre pH 9 et pH 11,5. 

Lorsqu'un melange tampon n'est pas utilise, le 
milieu peut §tre maintenu entre ces valeurs par add!- 
55 tion de molecules basiques telles que par exemple, 
les hydroxydes alcailns ou alcalino-tereux, ou 
I'ammoniaque. 

En ce qui concern les agents r6ducteurs, le mer- 



3 



5 



EP0 454600 A1 



6 



captoethanol est utilise preferentiellement, mals 
d'autres molecules conviennent 6galement telles que 
Pacidethioglycolique ou la cysteine par exempie. 

EXTRACTION PES KERATINES 5 

Les keratines reduftes sont recuelllies en solution 
dans le liquide sumageant de centrifugation du milieu 
de reduction, le cutot est eventuellement lave une fois 
par la solution tampon et le liquide de lavage est 10 
ajoute au sumageant precedent 

Les k6ratines reduites sont pr6f6rentiellement 
prdotpH6es k partir de la solution obtenue sous forme 
de microfibrflles k un pH compris entre 3,5 et 5, par 
addition <fun acide mineral concentre, tel que I'acide 15 
chiorhydrique 6N. 

Le pr6cipit6 est recueilll par centrifugation, filtra- 
tion ou d£cantation et peut 6tre ring6 par une solution 
acide dont le pH est compris entre les valeurs preri- 
t6es. 20 



ALKYLATION PES KERATINES REDUITES 

On remet le precipe en solution k temperature 
ambiante et k Pabri de I'alr dans un milieu basique 25 
tamponne ou non contenant de Puree k une concen- 
tration comprise entre 3 et 6 M, de PEDTA k une 
concentration d'environ 10- 8 M et du mercaptoethanol 
k une concentration comprise entre 2,1 Ch 2 et 5.1 (HM. 
Le pH du milieu est maintenu entre 9 et 1 1 ,5 pendant so 
toute la dur6e de la dissolution par addition d'une 
base mineraie concerrtr6e telle que Phydroxyde de 
sodium. 

On prepare une solution de bromoethylamine k 
50 % en poids dans Puree k une concentration 35 
comprise entre 3 et 6 M que Pon amdne k pH neutre 
k Paide par exempie, d'une solution d'hydroxyde de 
sodium 5 M. La masse de chlorhydrate de bromoethy- 
lamine mise en solution est sensiblement egale k la 
masse de phan&re mise en jeu dans P6tape de reduo 40 
tion. 

On ajoute en une seule fois cette solution de bro- 
moethylamine k la solution de keratines reduites pr6- 
cedents tout en maintenant le pH du milieu 
r6actk>nnel entre 8 et 9, par addition d'une solution 45 
concentr£e d'hydroxyde de sodium, par exempie. 
On agite le milieu obtenu, k Pabri de Pair et k tempe- 
rature ambiante jusqu'£ disparition totale des groupe- 
ments thiol libres (test au nhroprussiate de sodium en 
milieu ammoniacaQ. so 

EXTRACTION ET PURIFICATION PES 
S-AMINOETHYLKERATINES 

On preripite les S-aminoethylkeratines k partir du 55 
milieu r§actionnel precedent par 2,5 k 5 volumes 
d'ac6tone. 

Aprfcs d£cantation, le pr6ciptte est collects par 



toutB technique de separation solide-iiquide connue 
en soi, telle que centrifugation ou filtration par exem- 
pie. 

On dissout ie pr6cipit6 obtenu dans environ 20 k 
30 fois son volume (Tune solution aqueuse d*aclde 
antique maintenue k pH 3 - 3,7. Les residus insolu- 
bles sont 6llmin6s par centrifugation ou filtration. 

On ajoute au milieu clarifi£ obtenu, une solution 
concentre de chlorure de potassium en quantity suf- 
fisante pour obtenlr une concentration finale en kCI 
d'environ 0,2 M puis on pr6cipite les S-amino6thylk6- 
ratines en augmentant le pH jusqu'£ environ 9 - 1 0 par 
addition d'une solution d'hydroxyde acalin concen- 
tre. 

On reprend le pr6cipit6 obtenu dans environ 15 k 
20 tots son volume d'une solution d'acide ac6tique 
maintenue k pH compris entre 3 et 3,7. 

On peut renouvelerPop6ration de precipitation et 
redissoudre le culot de 2kme precipitation dans 15 k 
20 fois son volume d'une solution d'acide ac&ique 
maintenue k pH compris entre 3 et 3,7. 

On dralyse la solution obtenue contra de I'eau dis- 
tOI6e k Paide de membranes dont le seuQ de coupure 
estvoisin de10KD. 

On agit sur la solution dialys6e pour eiiminer les 
residus non dissous, ladite solution 6tant conservde 
k une temperature de I'ordre de + 4° C. 

Les solutions de S-aminoethylkeratines peuvent 
§tre concentres en fbnction des besoins par toute 
technique connue et en partculier par ultrafiltration sur 
membranes dont le seuil de coupure estvoisin de 10 
KD. 

Le precede tel que d6crit dans ses principales 
etapes est applicable pour obtenlr une solution de S- 
aminoethylkeratines k partir de laine, de polls d'ani- 
maux tels que fapin, rat, veau, pore... et de cheveux 
humains. 

On donne ti-apr£s un exempie de preparation 
d'une solution de S-amino£thylk6ratines k partir de 
laine. 

REDUCTION DES KERATINES 

- 100 g de laine sont mis en suspension dans 
sensiblement 1 ,8 1 d'une solution aqueuse de Tris 
0,01 M contenant 0,5 % de mercaptoethanol. Le 
pH est ajuste k 10,5 avec une solution 
d'hydroxyde de sodium 5 M. 
- Le milieu est broy6 pour obtenir une suspen- 
sion homogdne, puis est place sous agitation k 
temperature ambiante k Pabri de Pair pendant 24 
&72heures. 

EXTRACTION PES KERATINES 

-On centrifuge le milieu de reduction et on 
recu file le sumageant qui contient les k^ratines 
reduites. Le culot est lave par 2 k 3 fois son 
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volume de tampon Iris k 0,01 MdpH 10,5 et te 
liquide de lavage est melange au surnageant pre- 
cedent 

- La solution obtenue est acidfftee Jusqu'a pH 4,5 

par addition d'acide chlorhydrique 6 N. Le pn§ci- $ 
pit6 fbrm6 est recueQIi par centrrfugation. 

ALKV1AT10N PES KERATINES REDU1TES 

- On remet le precipite en solution dans 1,21 de 10 
tampon Tris 0,01 M, uj£e 5 M, EDTA 0,001 M 
contenant 2 ml de mercaptoethanol 

- On ajuste le pH k 10,5 avec une solution 
tfhydroxyde de sodium 5 N. On maintient ledit pH 

k cette valeur pendant toute !a durte de la disso- 15 
lution, 

- On prepare une solution contenant 100 g de 
chlorhydrate de bromo6thylamine dans 75 ml 
<T ur§e 5 M que Ton amfene k pH 7 k I'aide d'une 
solution d'hydroxyde de sodium 5 N, 20 

- On ajoute cette solution k la solution dek£iati- 
nes r6duftes toute en maintenant le pH entre 8,0 
et 9,0 avec une solution d'hydroxyde de sodium 
5N, 

- On agite le milieu obtenu k I'abri de I'air k tern- 25 
p6rature ambiante, en contr6lant le pH dont la 
valeur doit raster comprise entre 8,5 et 9,0, 

- La reaction est termin§e lorsque la recherche 
des fonctions thiol par le test au nitropnissiate de 
sodium est negative. 30 

EXTRACTION ET PURIFICATION DES 
S-AMINOETHYLKERATINES 

- On precipite les S-aminoethytkeratines k partir 
de la solution obtenue dans retape pr6c6dente 
par 2,5 volumes d'ac6tone. Aprfcs decantatton, le 
precipite est recueOli par centrifugation, 

- On redissout le cuiot dans 3,5 1 d*eau distOiee 
tout en maintenant le pH k environ 3,5 par addi- 
tion d'acide acetique pur, 

- On ajoute £ la solution obtenue une solution 
saturee de chlorure de potassium pour obtenir 
une concentration finale de 0,2 M puis on preci- 
pite les S-aminoethyikeratines k pH 9,0 par addi- 
tion cfune solution d'hydroxyde de sodium 
environ 5 N, 

- On recuelile le precipite form6 par centrHuga- 
tion aprfes decantatton, 

- on dissout le culot obtenu, dans 2,5 1 tfeau dte- 
tinee, tout en mantenant le pH k environ 3,5 par 
addition d'adde acetique pur, 
-Onrenouvell roperation de precipitation et n 
redissout le cuiot dans 2,5 1 d'une solution d'acide 
acetique maintenue k pH 3,5. 
Cette solution de S-amlnoethyikeratines est 

ensuite soumtse k un certain type de traitement, pour 
obtenir drfferents types de produits, compte-tenu des 



applications possibles. 

Comme indique en liminatre, si I'on soumet les 
solutions de S-aminoethylkeratines k une operation 
d deshydratation, leproduftobtenusepiesente sous 
forme d'un fQm ou d'une membrane homogene. A tftre 
d'exempie indicatif, les membranes sont obtenues 
par deshydratation d'une solution contenant 5 6 15 
mg de S-aminoethytkeratines par mL 

La solution est prealablement fDtr£e ou centrifu- 
gee poureiimfnerd'eventuels insolubles et degazee. 
La deshydratation peut etre effectuee k des tempera- 
tures de Tordre de 40 £ 42° C. 

II est evident que la deshydratation peut etre 
effectuee & differentes temperatures en fonction du 
produit desire. Par exemple, une deshydratation 
raplde peut dtre obtenue a 60° C sans degradation 
notable du produit La temperature ne doit cependant 
pas exceder 90° C si Ton veut obtenir des membranes 
homogenes. Au dele de cette temperature, des 
degradations apparaissent objectivees par la forma- 
tion de petits peptides. 

Les membranes obtenues peuvent dtre neutral i- 
sees par trempage dans un tampon borate k un pH 
d'environ 9,0 - 9,5 puis rincees k I'eau distmee. Ces 
membranes peuvent etre ensuite deshydratees dans 
de I'alcool par exemple, ou sous courant cTatr pour 
assurer ieur conservation. 

A noter que les membranes peuvent etre cepen- 
dant conservees k retat humlde dans de I'eau ou 
dans un melange alcool-eau. 

Les films ou membranes obtenus par la solution 
de S-aminoethyikeratines trouvent de nombreuses 
applications, notamment en m6dedne humaine ou 
veterlnaire, parmi lesquelles on peut noter : 

- recouvrement des plales 

- support de culture cellulate 

- transfer! de greffes 

- §tude de la toxicite et de la diffusion des mole- 
cules en dermatologie 

- support pour te greffage d'enzymes et de cellu- 
les. 

Lorsque I'on soumet les S-aminoethyikeratines k 
une operation de lyophlisation, on obtient un produit 
sous forme d'un feutre dont le diamfetre des pores est 
modulable en fonction des conditions op6ratoires. 
Parmi les principales applications, on peut cfter la rea- 
lisation cTun reseau tridimenstonnel comme support 
de cellules vrvantes. 

Lorsque I'on soumet les S-amino6thylk6ratines k 
une operation de deshydratation, d'une part, et de 
broyage, d'autre part, on obtient un produit sous 
forme de poudres, de granulomere variable. Ces 
poudres peuvent etre utilteees en tant qu support d 
chromatographic et trouvent egalement des applica- 
tions en cosmetique. 

Lorsque Pon soumet les S-amino6thyIkeratines k 
des techniques diphaslques classiques, on obtientun 
produit sous forme de spherules poreuses. Ces sphe- 
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rules peuvent 6tre utilisees en tant que support cellu- 
late et de chromatographic, ainsf qu'en support de 
greffag de cellules etcfenzymes. 

Lorsquef nsoumetles S-amin ethylkeratinesa 
une operation de coagulation ou ou coagulation - 
extrusion et de s£chage, on obtient un produft sous 
forme de f9s ou de fibres. Ces fDs et fibres peuvent 
constituer des fits de suture biodegradables ou des 
tissus biodegradables, telles que les gazes. 

A noter egalement que la solution S-aminoe- 
thylkeratines petit etre utilises directement pour 
Impregnation de mat6riaux poreux et le recouvre- 
ment de materiaux poreux ou non, par exemple. 

Enfin, ces dlfferentes formes de produHs, peu- 
vent trouver des applications en cosmfitologie, telles 
que par exemple: 

- agents exfdliartts (dans le cas de poudreset de 
spherules) 

- agents de surface (dans le cas de solutions et 
de poudres) 

- masques (dans le cas de solutions, de poudres 
et de films) 

- additifs capSlalres (dans le cas de solutions et 
de poudres). 



Revendlcafione 

•1- Produit £ base de k6ratines modifies, carac- 
terise en ce qu'il s'agit d*une S-aminoAlkylkeratines 
de fbmule generate : 

R-S-(CH2)n-NH2 

dans laquelle : 

- n est un nombre entieregale k 2 ou 3 

- R represent© fa keratine 

-2» Produft selon la revendlcation 1, caracterise 
en ce qu'fl est obtenu k partir <Tune solution de S-ami- 
noethyik6ratines de fbrmule : 

R-S-CH2-CH2-NH2 
obtenues par reduction puis S-aikylation des k6rati- 
nes r§duites. 

-3- Proc6d6 de preparation du produit selon Fune 
quelconque des revendications 1 et 2, caracterise en 
ceque: 

- on reduit les keratines 

- puis on extratt les keratines ainsi r^duftes 
-puis on opfcre I'alkytation de ces k6ratines 
reduites 

- et enfin, on exbait et on purifie les S-aminoe- 
thylkeratines 

-4- Precede selon la revendication 3, caracterise 
en ce que pour la reduction des k6ratines: 

- on brole les keratines brutes et on les met en 
suspensf n dans une solution contenant un 
agent r6ducteur. 

- on maintient le melange h6terog6ne sous agi- 
tation k temperature ambiante et k I'abri de Tatr 
pendant une dur6e determine 



-5- Proc6d6 selon la revendlcation 3, caracterise 
en ce que pour ('extraction des keratines reduites : 

- on recueOle lesdrtes keratines en solution dans 
le liquids sumageant, du milteu de induction, le 

5 culot 6tant eventueflement lave par la solution 
contenant I'agent reducteur, le liquide de lavage 
6tant ajoute au sumageant 

- on precipfte les keratines 

- on recueDle I e pr6cipit6 obtenu. 

10 -6- Proc6d6 selon Tune quelconque des revendi- 
cations 3 et 5, caracterise en ce que pour Palkylation 
des k&ratines reduites : 

- on remet le precipite en solution k temperature 
ambiante et k I'abri de I'atr dans un milieu basi- 

15 que. 

- on rajoute une quantity de reducteur 

, - on maintient le pH du milieu entre 9,0 et 11,5 
pendant toute la durSe de la dissolution 
-on prepare une solution de Bromoethyiamine 
20 que Ton am&ne k pH neutre. 

- on ajoute en une seule fois, la solution de Bro- 
moethyiamine k la solution de keratines reduftes 
piecedente tout en maintenant le pH entre 8,0 et 
9,0. 

25 - on agfte le milieu obtenu k I'abri de Fair eta tem- 
perature ambiante. 

-7- Precede selon Tune quelconque des revendi- 
cations 3, 4, 5 et 6, caracterise en ce que pour 
l'extraction et la purification des S-amino6thylk6ratt- 

30 nes : 

- on prtcipite iesdites S-aminoethylkeratines k 
partir de la solution 

- aprfcs d6cantatk>n, on recueille le precipite 

- on dissout le precipite obtenu pour malntenir le 
35 pH£3,0-3,7 

- on eilmine les residus insolubles 

- on ajoute une solution de chlorure de potatium 
notamment, pourobtenir une concentration finale 
en KCI d'envlron 0,2M, puis on precipite les S- 

40 amlnoethyHceratines en augmentant le ph jusqu'e 
sensiblement 9,0 - 10. 

- on reprend le precipite obtenu dans environ 15 
k 20 fois son volume dans une solution mainte- 
nue k pH compris entre 3,0 et 3,7 

45 - on dialyse la solution obtenue contre de Feau 
distfllte 

- on agitsur la solution diatys6epoureiiminerles 
residus non dissous, ladite solution etant conser- 
v6e k une temperature de I'ordre de + 4° C. 

so -8- Precede selon Tune quelconque des revendi- 
cations 3 & 7, caracterise en ce que Ton soumet les 
S-aminoethylkeratines k une operation de deshydra- 
tation pour obtenir un produit sous forme d'un film ou 
membrane homogfene. 

55 -9- Proc6d6 selon I'une quelconqu des revendi- 
cations 3 k 7, caracterise en ce que r nsoumetles 
S-aminoethylkeratines k une operation de lyophOisa- 
tion pour obtenir un produit sous form d'un feutre 
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dont le diam&tre des pores est modulable en fonction 
des conditions oplratoires. 

-10- Proc6d£ selon Tun quelconque des reven- 
dications3&7, caracttrisd nee que I'on soumet les 
S-amino6thyik6ratines k une operation de dSshydra- s 
tation et de broyage pour obtenir un produft sous 
forme de poudres de granulom&ries variables. 

-11- Proc6d6 selon Pune quelconque des reven- 
dications 3 k 7, caract6ris£ en ce que I'on soumet les 
S-amino6thy1k6ratines k une operation de techniques 10 
diphasiques pour obtenir un produit sous forme de 
spherules poreuses. 

-12- Proc6d6 selon Pune quelconque des reven- 
dications 367, caract&risd en ce que Ton soumet les 
S-amino6thyik£ratines k une op6ration de coagula- 15 
tion ou coagulation - extrusion et sSchage pour obte- 
nir un produit sous forme de ffls ou de fibres. 

•13- Applications des S-amino6thy!k6ratines 
sous forme de films ou membranes selon la revendi- 
cation 9 : 20 

- au recouvrement des plaies 

- k un support de culture cellulaire 

- a un transfert de greffes 

- k l'6tude de la toxicity et de la diffusion des 
moldcules en dermatologfe 25 

- & un support pour le greffage d'enzymes et de 
cellules. 

-14- Applications des S-amino6thylk6ratines 
sous forme d'un feutre selon la revendication 10 k un 
r6seau tridimensionnel utilise comme support de eel- so 
lules vivantes. 

•15- Applications des S-amino6thylk6ratines 
sous foime de poudres, selon la revendication 1 1 k un 
support de chromatographie et k des utilisations cos- 
m6tiques. 35 

-16 Applications des S-amino6thytk£ratinessous 
forme de spherules selon la revendication 12 : 

- k un support de culture cellulaire etde chroma- 
tographie 

- k un support de greffage de cellules et d'enzy- 40 
mes 

-17- Applications des S-amino6thyik6ratines 
sous forme de fHs ou fibres selon la revendication 13 
k des fits de suture blod&gradables ou tissus biod6- 
gradables. 
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